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肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 凋 亡 诱 导 配 体 TRAIL(TNF
related apoptosis inducing ligand) 是肿瘤坏死因子超
家族的成员之一， 能够特异性的选择诱导大部分的
肿瘤细胞凋亡而对大部分正常细胞和组织并无凋亡
作用[1]。 DR4(death receptor 4)和 DR5(death receptor 5)
是 TRAIL 受体， 作为抗癌治疗的靶点能够选择性诱
导肿瘤细胞凋亡[2]。目前已有研究证实，抗人死亡受体
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[摘 要] 目的 为提高抗人死亡受体 5 单链抗体治疗肝癌的效果，探讨羟乙基壳聚糖抗人死亡受体 5 单链抗体纳米粒（GCS-
aDR5ScFv）的制备、鉴定并研究其对小鼠肝癌 H22 模型的治疗效果及机制。 方法 用亲和镍柱层析法纯化抗人死亡受体 5 单链抗
体（aDR5ScFv），采用离子凝胶法制备 GCS-aDR5ScFv，应用扫描电镜来检测 GCS-aDR5ScFv 的外观形态，激光粒度分析仪分析纳米
粒的粒径及粒径分布，并检测其表面 Zeta 电势。 建立小鼠肝癌 H22 模型，用 0.272 mg/ml GCS-aDR5ScFv 隔天治疗并测量小鼠体质
量及肿瘤大小，治疗 2 周。 通过 Western blot 检测 active-caspase8、active-caspase3 及 BAX 表达。 结果 纯化的 aDR5ScFv 符合理
论条带（Mr 30 000），GCS-aDR5ScFv 纳米粒形态均一，纳米粒径大小、Zeta 电势和多分散指数表明 GCS-aDR5ScFv 稳定。 与正常组
相比，治疗组小鼠体质量显著差异，治疗组肿瘤体积和大小差异显著。 Western blot 检测 active-caspase8、 active-caspase3、BAX 的
表达水平上调。 结论 本研究制备的 GCS-aDR5ScFv 稳定， 对小鼠肝癌 H22 模型具有抑瘤作用， 其机制可能与 active-caspase8、
active-caspase3 及 BAX 蛋白表达上调相关。
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[Abstract] In order to improve the effect of anti -human death receptor 5 single -chain antibodies in the
treatment of liver cancer, we assayed the therapeutic effect and mechanism of GCS-aDR5ScFv therapy in mouse
hepatoma 22 (H22) model. GCS-aDR5ScFv was prepared and confirmed by electron microscopy and laser particle
size analysis instrument, then used to immunize H22 mouse every other day at dosage of 0.272 mg/ml for 2 weeks.
We found that the body weight was improved but the tumor volume/weight decreased in immunized mice as
compared with control mice. Furthermore, Western blot showed that GCS-aDR5ScFv treatment could elevated the
expression levels of active -caspase8, active -caspase3, and BAX in H22 mice. In conclusion, GCS -aDR5ScFv
posses anti -tumor effects in H22 mice, and its mechanism may related with upregulation of active -caspase8,
active-caspase3, and BAX protein expression.














1.1 材料 6～8 周龄雄性昆明小鼠由厦门大学医学院
实验动物中心提供。aDR5ScFv 为本实验室制备。羟乙
基壳聚糖(glycol chitosan，GCS，Sigma 公司购买，相对
分子质量为 82 100，脱乙酰度为 89.2% )；多聚磷酸钠
（TPP）、冰乙酸等试剂均为分析纯。 激光粒度分析仪
（英国马尔文仪器有限公司），LEO1530 SEM 电镜（德
国 LEO 公司）。 SDS-PAGE 及转膜仪器均购自 BIO-
RED 公司。 RIPA 裂解液（武汉博士德生物工程有限
公司）。 辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗及 active-
caspase8、active-caspase3、BAX 均购自 Santa 公司。





1.3 GCS、GCS-aDR5ScFv 的 制 备 适 量 GCS 溶 解
于双蒸水中，搅拌后静置使其充分溶解，用 0.45 μm
滤纸过滤，配制成质量浓度为 2 mg/ml 的水溶液。TPP
溶于双蒸水，配制成质量浓度为 10 mg/ml 的溶液。 持
续磁力搅拌下，向羟乙基壳聚糖的水溶液中缓慢滴加
多聚磷酸钠溶液，待溶液呈现乳光后即得到羟乙基壳
聚糖纳米微粒。采用离子凝胶法，取 4 ml GCS 溶液加
入到 25 ml 三口烧瓶中，放入磁力搅拌子，置于恒温
磁力搅拌器上，加入适量浓度 aDR5ScFv，用少量冰乙
酸调节 pH 值为 4.5，于持续磁力搅拌下，以 20～40 滴/
min 的速度滴加 TPP 溶液， 直至溶液呈现乳光为止，
继续搅拌 20 min，蛋白即包封于纳米微球中。 空白纳
米微球采用同样方法制备。





1.5 小鼠肝癌 H22 模型的建立 从已移植了鼠源性
肝癌细胞 H22 的小白鼠腹腔抽取出肝癌细胞 H22，
显微镜下计数后，用 0.01 mol/L PBS (pH7.2) 将细胞
稀释至约 1×107/ml，用 1 ml 注射器分别移植至 32 只
6～8 周龄的雄性昆明小鼠右腋旁 (腋周毛已除尽)，每
只约 1×106 个细胞 (即 0.1 ml)。 待确定所有小鼠均长
出肿瘤后，随机将 32 只小鼠分成 4 个实验组，每组
8只： 对照组 （注射 PBS）、GCS 纳米粒组、aDR5ScFv
组、GCS-aDR5ScFv 组。 每 只 小 鼠 分 别 尾 静 脉 注 射
200 μl 终 质 量 浓 度 为 0.272 mg/ml 的 GCS、
aDR5ScFv、GCS-aDR5ScFv。
1.6 小鼠体质量及肝癌大小的测量
1.6.1 小鼠体质量的称量 小鼠给药后， 每天用电子
天平称量小鼠的体质量，记录小鼠体质量。
1.6.2 肿瘤大小的测量 自第 1 天给药开始每天观察
肿瘤生长及小鼠存活状况，并用游标卡尺每天按时测
一次肿瘤大小(长、宽、高) ,利用公式: ∏×长 ×宽 ×高/
6，计算肿瘤大小。
1.7 HE 染色 经常规的组织固定和石蜡包埋后，将
脱蜡水化后的切片浸入加油冰醋酸的苏木精液中染
色 5 min；自来水缓洗 10 min；浸入 1%盐酸乙醇溶液
进行分色至组织块呈紫红色，约 1 min；自来水洗 1 min；
1%稀氨水蓝化 30 s；蒸馏水洗 1 min；伊红复染 20～
30 s；自来水洗 1 min；蒸馏水洗 1 min；70 %乙醇 5 min；
80%乙醇 5 min；95 %乙醇 5 min×2 次；无水乙醇 5 min×
2次；二甲苯 5 min×2次；中性树胶封片；显微镜下镜检。
1.8 Western blot 检测 检测 Active-caspase8、active-
caspase3、BAX 蛋白的表达，取各组肿瘤组织 0.1 g 分
别加 500 μl RIPA 裂解液进行匀浆， 收集提取蛋白，
然后进行 SDS-PAGE 分离蛋白质。 把分离的蛋白质
转移到 PVDF 膜。 然后把 PVDF 膜浸入到 5%的脱脂
奶粉中封闭 2 h，封闭后用洗涤液 TBST 洗涤 3 次，每
次 5 min。 Ag-Ab 反应：加入一抗，反应 2 h，用洗涤液
TBST 洗涤 3 次，每次 5 min；加入 HRP 标记的二抗，
反应 2 h，用 TBST 洗涤 3 次，每次 5 min。 ECL 显色。
1.9 统计学分析 运用 SPSS18.0 对于小鼠体质量及
肿瘤大小和质量进行统计学处理。 计量资料以组间
显著性检验采用 t 检验分析，P < 0.05 认为有统计学
意义。
2 结果
2.1 aDR5ScFv 的纯化结果鉴定 aDR5ScFv 由本实验
室制备。 分别纯化 3 批 aDR5ScFv，电泳所示条带位置
相同， 相对分子质量为 30 000, 过柱后纯度为 95%。
本 实 验 室 纯 化 aDR5ScFv 方 法 可 靠， 技 术 成 熟，为
aDR5ScFv 进一步研究提供保障。 见图 1。
2.2 GCS、GCS-aDR5ScFv 的 形 态 学 鉴 定 如 图 2a
所示，扫描电镜下观察 GCS 呈圆球形,纳米球囊壁致
密， 形态均一。 图 2b 所示 GCS-aDR5ScFv 形态呈球
形，纳米球囊壁致密，部分地方有轻微分散，形态上比
较均匀。
2.3 GCS、GCS-aDR5ScFv 的粒径、Zeta 电势和多分
散指数 如表 1 所示，GCS 的平均粒径为 181.2 nm，在
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制成蛋白纳米粒后，GCS-aDR5ScFv 由于吸附包裹了
蛋白，平均粒径变为 203.7 nm，但是纳米粒的粒径一
般为 10～1 000 nm，并且制备的 GCS-aDR5ScFv 形态
均一，Zeta 电势和多分散指数都表明 GCS-aDR5ScFv
很稳定，不会影响其应用。 Zeta 电势和多分散指数都
表明 GCS 和 GCS-aDR5ScFv 都比较稳定。
2.4 小鼠体质量及肝癌大小的测量
2.4.1 各组小鼠体质量变化情况 从给药第 1 天 开
始，每天测 1 次小鼠的体质量，绘制小鼠体质量变化
曲线，比较各治疗组和正常组小鼠体质量变化的情况
(图 3a)。 从给药时起到第 4 天，小鼠体质量变化不明
显。 从第 5 天开始到第 12 天，GCS-aDR5ScFv 小鼠平
均体质量增加了 8.2 g，与 PBS 组平均体质量增加 2.5 g
相比差异显著(P<0.05)。 GCS 组小鼠体质量与对照组
相比差异不明显。并且在测量过程中小鼠精神状态良




计算肿瘤体积。 第 14 天处死小鼠时，取肿瘤组织，称
量肿瘤质量，绘制 H22 肿瘤质量柱形图(图 3b)。 结果
发现各治疗组小鼠的肿瘤质量均低于正常组，肿瘤生
长 均 受 到 抑 制 ， 与 aDR5ScFv 治 疗 组 相 比 ，GCS-
aDR5ScFv 组抑制作用明显。











2.6 Western blotting 检测 active-caspase8、active-
caspase3、BAX 蛋白的表达 通过 Western blotting 检
测 active-caspase8、active-caspase3、BAX 的表达，与
对照组相比，GCS-aDR5ScFv 和 aDR5ScFv 组的active-
caspase8、active-caspase3、BAX 的表 达 水 平 上 调，而
GCS 纳米粒组的蛋白表达变化不显著，见图 5。
M) Marker; 1-3) respectively purified batches aDR5ScFv.
图 1 aDR5ScFv 的 Western blot 鉴定
Fig 1 Identification of aDR5ScFv by Western blotting
a) The shape of the GCS detected by SEM; b) The shape of the
GCS-aDR5ScFv tested by SEM.
图 2 GCS 和 GCS-aDR5ScFv 的形态学观察
Fig 2 The shape of theGCS andGCS-aDR5ScFv detected by SEM
表 1 纳米粒性质表征






GCS 181.2 19.5 0.107
GCS-aDR5ScFv 203.7 24.2 0.203
a) Comparison of body weight in H22 tumor bearing mice of each
group; b) weight of mice tumor 14 days after treatment and volume of
mice tumor treated per day.
图 3 各组小鼠体质量、肿瘤质量与体积变化情况
Fig 3 Comparison of mouse body weight, tumor height, and
tumor volume in H22 tumor bearing mice of each group
图 4 肿瘤组织的 HE 染色(×200)
Fig 4 Hematoxylin-eosin staining of the tumor tissue(×200)
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3 讨论
本实验室已经成功地制备和纯化了抗人 DR5 单




通 过 离 子 凝 胶 法 制 备 了 空 白 纳 米 粒 GCS 和
GCS-aDR5ScFv， 通过对 GCS 和 GCS-aDR5ScFv 外观
形态、粒径、Zeta 电势和多分散指数的检测，结果显示
我们制备的 GCS、GCS-aDR5ScFv 形态均一， 稳定性
较好，可以用于实验研究。
应用 H22 鼠肝癌细胞建立肿瘤模型， 研究 GCS
和 GCS-aDR5ScFv 的体内抑瘤效果。通过实验结果分
析，与对照组相比，从给药时起小鼠体质量变化不明
显 ， 但 是 从 第 4 天 开 始 ，GCS -aDR5ScFv 组 和
aDR5ScFv 组小鼠体质量差异显著 （P<0.05），GCS 组
小鼠体质量并无明显差异， 有文献报道称 GCS 对于
活体组织是没有毒性的 [10]，实验结果符合文献报道。














通过 Western blotting 检测 active-caspase8、active-
caspase3、BAX 蛋 白 的 表 达 发 现， 与 正 常 组 相 比 ，
GCS-aDR5ScFv 和 aDR5ScFv 组的促凋亡蛋白 active-
caspase8、active-caspase3、BAX 的 表 达 水 平 明 显 上




平有关系。 文献报道，用病毒载体 rAAV-S3C 可以稳
定表达抗 DR5 单链抗体并诱导肿瘤细胞凋亡[11]。 目
前，TRAIL 诱导的凋亡受 c-FLIP、XIAP、BCL-2 家族
成员、DISC 的形成和 caspase8 的活性调控[12]，由 TRAIL
诱导的凋亡方式有外源性凋亡途径和内源性凋亡途
径 ， 本 实 验 中 的 active-caspase8、active-caspase3、
BAX 表达水平上升，可能是 aDR5ScFv 调节了凋亡途
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